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Batch culture of bacteria shows typical three gwoth phases, preparation for growth at lag phase, continuos 
binary division at logarithmic phase, and gwoth arrest at stationary phase. When bacterial cell at stastinary phase 
transfer into fresh nutrient meidum, a cell is able to restart growing. However, it is not clear how bacterial cell 
make the transition from growth arrest to growth initiation in the presence of fresh nutients. I examined the 
function of nucleoid-associated proteins (NAPs) at early growth of Esherichia coli. E. coli K-12 has at least 6 
species of NAPs , Dps, Fis, IHF, H-NS, HU, and StpA. I observed cell division of single E. coli cell on solid 
medium with bright field and fluorescent microscopes, resulting that both the fis and ihfA genes required for 
nomal division at earl growth. The expression of fis gene is found only before the first cell division. Taken these 
results together, Fis and IHF play important roles for growth initiation of E. coli in the presence of fresh nutients. 






い定常期の連続する 3 つの特徴的な増殖相から成り立つ. 
また大腸菌の核様体を構成する主要核様体タンパク質 
(Dps, Fis, H-NS, HU, IHF, StpA) は増殖相で特異的に細胞
内量が変動する [1] . 対数増殖期に一過的に細胞内量が
増加する Fis は DNA 配列特異的に結合して DNA を曲げ
ることで構造変化を促すことが知られており, 複製起点
である oriC上にも Fis結合領域が存在する [2] . また IHF
は 2 種類の遺伝子 ihfA, ihfB によってヘテロダイマーを形
成しており, oriC 上ある IHF 結合領域が複製開始の制御
を担っている [3] . 本研究では, 大腸菌の定常期細胞が
新しい培地で再増殖を始めるときの核様体タンパク質の




直径 90 mm シャーレに, まだ固化していない LB 寒天
培地溶液を 6 mL 加え, すばやく全体に広げて室温で固化
させ, 厚さ約 1 mm の薄い寒天培地を作製した. 大腸菌一
晩培養液を 10 倍に希釈し, この希釈液 100 μL を固化さ
せた薄いLB寒天培地上に広げて乾かした後, 中央部分を
5×10 mm 程度に切り取りスライドガラスの上に乗せた. 
その上から空気が入らないようにカバーガラスを乗せて
プレパラートを作製した (図 1) . 倒立顕微鏡に接続され
たカメラを通じて観察箇所を 7 箇所定めて観察を行った. 
10 分おきに撮影を行い, 観察開始 0 時間から 3 時間まで
計 19 回について同様に撮影した. スライドガラス上の固
体培地を一定温度で培養し続けるため, 低温恒温水循環
装置を用いて顕微鏡周辺を 30℃に維持するように設定し, 
培養中の大腸菌 1 細胞を観察した. 
(2) 大腸菌増殖初期の評価システム 
大腸菌固体培養の経時的観察より, 観察開始から 1 回
分裂するまでの時間と, その後分裂が進行する時間に分
けることにした. 前者の時間は 1 回分裂するまでに必要
な時間と定めた. また後者の時間を観察終了時に形成さ
れた最終細胞塊を含む細胞数で割ることで, 分裂開始以
降の増殖速度を算出した. それら 2 つのパラメーターか
ら大腸菌の増殖初期を評価することにした. 
(3) 時間経過に伴う 1 細胞のタンパク質の蛍光観察 
大腸菌ゲノム上の fisオペロン断片, fis遺伝子下流に gfp
遺伝子を融合するよう設計したDNA断片, 低コピープラ 
図 1. LB固体培養における大腸菌増殖初期の観察系 
スミドの転写開始点領域, Chlorampenicol 耐性遺伝子断片












たところ, 分裂開始までの時間および増殖速度は 24 時間
一次培養した集団と比較して, 48 時間培養と 72 時間培養
は左上にプロット集団がシフトしており, どちらも遅く
なることが示された (図 2) . したがって一次培養の長さ
はその後の環境適応能と増殖能に影響を及ぼすことが示
唆された. 





時間経過に伴う増殖初期の Fis 発現パターンを観察した. 
培養時間における大腸菌 1 細胞あたりの GFP の輝度の変
化を解析し, 1 回分裂する時間別に輝度の平均値を算出し
図 3. 1 回目の分裂時間を 0 としたときの観察時間経過に
伴う大腸菌 1細胞あたりの GFP の輝度を変化 
たところ, 観察開始から 1 回分裂する直前に GFP の輝度
が最も高くなり, 分裂すると減少することが確認されそ
の後は緩やかな増加と減少が見られた (図 3) . このこと
から, Fis は対数増殖期初期において 1 回目の細胞分裂時
に発現量が最多になる可能性が示唆された. 
(3) 核様体タンパク質 IHF による細胞分裂時の大腸菌細
胞形態への影響 
IHFは ihfAと ihfBで構成されるヘテロダイマーであり, 
対数増殖期後期から定常期で最も多く細胞内に存在する. 
ihfA変異株では異常な細胞形態を示したものが全体の 9%
程度存在することが分かった (図 4) . これについて遺伝
的相補による増殖初期の細胞形態を観察したところ, 分
裂時の細胞形態異常の割合が減少した. よって ihfA は増
殖初期における細胞形態の維持に寄与することが示唆さ
れた. 





る実験系および評価方法を構築した . この実験系より, 
大腸菌増殖相の定常期にさらす時間が長いほど再増殖に
おける環境適応能および増殖能の低下が見られた. 核様
体タンパク質 Fis をコードする fis は培養時の 1 回目の細
胞分裂直前に細胞内発現量が最多となり, このユニーク
な発現パターンは fis およびその上流の DNA 領域が必要
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